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f-^ (57) Abstract: The invention concerns an incubator comprising a sealed heat chamber provided with a door, a culture box with 
several wells, an organism and, more particularly an embryo, being in one of the wells of said box. The invention is characterised in 
>Q that it comprises externally controlled means for removing the organism from the well wherein it is to place it in another well filled 
S™^ with a new culture medium. The invention also concerns a method for incubating organisms. 
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(57) Abrege : La presente invention concerne un incubateur comprenant une etuve etanche munie d'une porte, une boite de culture 
a plusieurs puits, un organisme et, plus particulierement un embryon, etant dans un des puits de ladite boite, caracterise en ce qu'il 
comprend un moyen commande de l'exterieur, destine a sortir du puits dans lequel il se trouve 1' organisme pour le mettre dans un 
autre puits empli d'un milieu de culture neuf. La presente invention concerne egalement un procede d'incubation d'organismes. 
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INCUBATEUR ET PROCEDE D ' INCUBATION MENAGEANT 
L 1 ORGANISME MIS A INCUBER 

La present e invention se rapporte aux 
incubateurs et aux precedes d' incubation d'organismes. 
Elle s ' applique tout particulierement pour mettre des 
embryons en culture et les surveiller dans des conditions 
de temperature et atmospher ique de developpement les 
meilleures possibles . 

Lors d'une fecondation in vitro, les 
spermatoz oides et les ovules sont mis ensemble. Apres 
cette mise en fecondation par fecondation in vitro 
classique ou micro-injection, les gametes sont deposes 
dans des milieux de cultures et entreposes dans un 
incubateur. lis sont sortis quotidiennement , une a deux 
fois par jour, pour un changement de milieu, une 
observation au microscope, ou tout autre manipulation et 
ce, jusqu'au trans fert in utero de 1 ' embryon . 

Au cours de ces dif ferents changement s de 
milieux et observations au microscope ou tout autre 
operation, les cultures embryonnaires sont exposees a de 
nombreux pr obi ernes qui sont : 

les chocs thermiques de 3 7 ° C (temperature de 
1 ' incubateur ) a 2 0°C (temperature ambiante a laquelle 
s'effectue le changement de milieu et 1 ' observation au 
microscope) , 

les variations de la concentration en C0 2 qui 
entrainent des variations du pH des milieux de 
culture, 

1 1 alteration des proprietes nutritives des milieux, 
par les variations de temperature avec 1' apparition de 
produits toxiques pour 1' embryon, 

la mise a la lumiere des embryons lors de leurs 
observations au microscope, 
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les manipulations embryonnaire traumatiques, 

les risques de contaminations bacteriennes et 

mycologiques, 

le changement tardif de milieux qui entraine une 
5 augmentation de la concentration de radicaux libres et 

une diminution de la concentration en substrat, 
les erreurs de manipulation avec perte d ' embryons . 

Certains des problemes cites ci-dessus 
auxquels sont confrontes les embryons peuvent avoir des 
10 effets tres nefastes sur ces derniers. En effet, il a ete 

montre qu'un embryon place pendant plus de trois minutes a 
une temperature de 22°C n'est plus capable de se 
developper . 



15 L 1 invention remedie a ces inconvenients par un 

incubateur et par un procede d 1 incubation qui supprime les 
chocs thermiques et les risques de contaminations 
bacteriennes et mycologiques tout en facilitant le 
changement de milieux et en 1 ' automatisant de maniere a 

2 0 diminuer les erreurs de manipulation et les manipulations 

traumatiques. L ' invention utilisee dans le cadre de la 
fecondation in vitro permet done d'ameliorer le nombre 
d' embryons viables et de bonne qualite. 

Dans le cadre de 1' invention, on entend par 

25 « organisme », non seulement les gametes (ovocytes et 

spermatozoldes ) , les ovocytes fertilises, les cultures 
embryonnaires et les embryons mais aussi toute culture 
cellulaire comme des cellules souches, des microorganismes 
pathogenes ou non, etc.... 

30 

L 1 invention a done pour objet un incubateur 
comprenant une etuve etanche munie d'une porte, une boite 
de culture a plusieurs puits placee dans 1' etuve, un 
organisme etant dans un des puits de ladite boite, 
35 caracterise en ce qu'il comprend un moyen commande de 
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1' exterieur, destine a sortir du puits dans lequel il se 
trouve 1 ' organisme pour le mettre dans un autre puits 
empli d'un milieu de culture neuf. De fagon avantageuse, 
dans le cadre de la presente invention, le moyen, commande 
5 de 1' exterieur, destine a sortir du puits 1' organisme pour 

le mettre dans un autre puits empli d'un milieu de culture 
est une pipette. 

Ainsi, on n'a plus a sortir la boite de 
culture pour sortir 1 ' organisme, et notamment 1 ' embryon, 

10 de son puits, remplacer le milieu de culture et replacer 

1 ' embryon dans le puits. On peut maintenant , sans sortir 
1 1 embryon de 1 ' incubateur , le sortir du puits dans lequel 
il se trouve pour le mettre dans un puits suivant empli 
d'un milieu de culture qui n'a pas encore ete en contact 

15 avec un embryon et qui est done exempt de toxines , ce 

milieu etant ci-apres appele « milieu de culture neuf ». 
Le passage de 1 ' embryon d'un puits de culture au suivant 
peut s'effectuer d'une maniere precise, bien que 1 ' etuve 
reste fermee, grace a un microscope qui permet de 

20 surveiller les operations sur 1 1 ecran de visualisation. On 

peut suivre 1 ' evolution de 1' organisme aussi souvent qu'on 
le souhaite sans que les operations impliquees par ce 
suivi lui soient nefastes. 



25 Suivant 1' invention, le microscope est monte a 

l'interieur ou a 1' exterieur de 1 ' etuve de maniere a 
observer la culture de 1' organisme et a surveiller les 
differentes manipulations (transfert de 1' organisme d'un 
puits a 1' autre et remplissage des puits), le microscope 

30 etant relie a un ecran de visualisation place a 

1' exterieur de 1' etuve. Que le microscope soit a 
l'interieur ou a 1 ' exterieur de 1' etuve, dans les deux 
cas , la platine du microscope se trouve a l'interieur de 
1' etuve. Si le microscope se trouve a l'interieur de 

35 1' etuve, un caisson de protection peut etre necessaire a 
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son f onctionnement dans les conditions de temperature et 
de concentration en N 2/ en 0 2 et en C0 2 a 1'interieur de 
l'etuve. Le microscope avantageusement utilise dans le 
cadre de 1' invention possede un filtre qui protege 
5 1'organisme des effets deleteres de la lumiere, lors de 

son observation au microscope. De plus, 1 ' incubateur objet 
de la presente invention accepte des variantes avec un 
microscope avec une platine fixe ou mobile et/ou un 
microscope avec un axe fixe ou mobile. 

10 

L ' incubateur objet de la presente invention 
peut §tre divise en zone et comprendre au moins : 

une « zone interventionnelle » qui est 
dediee a 1 ' observation et aux differentes manipulations 
15 des embryons (remplissage de milieux et changement des 

puits ) , 

- une « zone d' incubation » dediee au stockage 
des boites de culture. 

- une zone additionnelle qui peut etre commune 

2 0 avec la « zone interventionnelle » et qui est dediee au 

stockage des consommables (milieux, cones) et a 
1 ' evacuation des dechets . 

Les trois differentes zones peuvent se trouver 
sur un merae niveau ou sur des niveaux differents. 

25 

L ' incubateur objet de la presente invention 
comprend des moyens , commandes de 1 1 exterieur de l'etuve, 
de deplacement pas a pas dans l'etuve des boites de 
culture a plusieurs puits . Tout moyen de deplacement pas a 

3 0 pas d'une boite de culture est utilisable dans le cadre de 

la presente invention. De f agon avantageuse, le moyen de 
deplacement utilise est constitute par : 

- soit une bande convoyeuse sans fin entrainee 
par un rouleau moteur, lui-meme entraine en rotation par 
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un moteur pas a pas command e par un ordinateur par 
1 1 intermediaire d'une ligne de commande, 

- soit un bras manipulateur articule, commande 
par un ordinateur, capable de prelever la boite de culture 
5 a traiter et de 1 ' acheminer vers la zone 

interventionnelle ; le bras manipulateur pouvant avoir un 
deplacement lineaire ou rotatif. 



On peut prevoir d'emplir a 1 1 avance tous les 

10 puits de 1 ' etuve de milieu de culture. Mais pour empecher 

■ que le milieu de culture ne s 1 e vapor e ou ne se contamine 
avant meme que 1 1 embryon ait ete place dans le puits, on 
pref ere que 1 1 incubateur comprenne une source de milieu de 
culture communiquant avec un conduit a vanne debouchant au 

15 dessus d'un puits et des moyens de commande de la vanne de 

maniere a deverser dans le puits une quantite prescrite du 
milieu de culture. La source de milieu peut etre a 
1 ' exterieur de 1 ' incubateur ou peut etre prevue dans 
celui-ci, par exemple, dans une zone dediee au stockage 

2 0 des consommables . Juste avant que le puits en question 

regoive 1' embryon, on 1 ' emplit du milieu de culture. De 
preference, le conduit debouche au-dessus du puits se 
trouvant audit emplacement, ce qui permet la encore de 
surveiller les operations a 1 1 aide du microscope. 

25 Suivant un autre mode de realisation pref ere 

egalement, le conduit debouche au dessus du puits juste en 
amont du puits se trouvant audit emplacement. On peut 
ainsi effectuer simultanement le remplissage de ce puits 
en amont et sortir 1 ' embryon du puits se trouvant audit 

30 emplacement en 1 ' aspirant a 1 ' aide de la pipette. On 

dispose egalement de plus de place pour faire arriver le 
conduit au-dessus du puits. 

On peut egalement envisager que 1' incubateur 
objet de la presente invention comprend des moyens de 
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deplacement de la vanne utile pour le remplissage de 
milieu d'un puits a 1 ' autre. 

Dans le cadre de la presente invention, 
d'autres moyens pour remplir de milieu les puits des 
5 boites de culture sont envisageables . On peut egalement 

envisager 1 ' utilisation d'une seringue motorisee et 
commandee de l'exterieur qui aspire directement le milieu 
dans un flacon se trouvant dans la zone dediee au stockage 
des consommables et le distribue dans le puits en 
10 inversant la motorisation de la seringue. Le milieu a 

distribuer peut egalement etre preleve dans un flacon par 
un systeme de prelevement commandes de l'exterieur, comme, 
par exemple, un cone a usage unique, puis distribue dans 
le puits . 

15 

L'etuve presente avan t ageus emen t des 
conditions de temperature et de concentration en N 2 , en 0 2 
et en C0 2 ideales pour le developpement des cultures 
cellulaires et, plus part iculierement , des cultures 

20 embryonnaires . Ces conditions sont avan t ageus emen t une 

temperature a 3 7°C et une atmosphere a 5% d'0 2 , 5% de CQ 
et 9 0% de N 2 . De fagon avantageuse, 1 ' incubateur objet de 
la presente invention est equipe de capteurs permettant 
1 ' autoregulation et la surveillance de 1 ' atmosphere a 

25 1 ' interieur de l'etuve. Grace a ces capteurs, il est 

possible de controler, pendant toute la duree de la 
culture, la temperature et la concentration en N 2 , en 0 2 
et en C0 2 . Tout capteur apte a mesurer des variations de 
temperature et de concentration en N 2 , en 0 2 et en C0 2 , 

30 dans les conditions de l'etuve, est utilisable dans le 

cadre de la presente invention. 

L ' invention vise egalement un precede 
d' incubation d'un organisme, qui consiste a mettre 
35 l l organisme dans une etuve etanche, a 1 ' incuber dans un 
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puits de culture empli d 1 un milieu de culture et a le 
changer n fois le milieu de culture, n etant un nombre 
entier superieur a 1 et inferieur a 50, caracterise en ce 
qu'il consiste 

5 i) a mettre 1 ' organisme dans 1 ' un d'une serie 

de (n+1) puits d'une boite placee dans l'etuve, alors que 
les n autres puits de la serie sont exempts de tout 
organisme , 

ii) a deplacer, sans le sortir de l'etuve, 
10 1 ' organisme du puits dans lequel il se trouve pour le 

mettre dans le puits suivant de la serie empli d'un milieu 
neuf et 

iii) a repeter le deplacement au plus autant de 
fois qu'il reste de puits disponibles. 

15 

Toutes les operations se font a 1 ' interieur de 
1 1 incubateur sous la surveillance du microscope et peuvent 
etre commandees automat iquement par un ordinateur. 

Pour sortir l'embryon, on met la pipette dans 
20 le puits se trouvant a 1 ' emplacement qu * observe le 

microscope, on aspire 1 ! organisme, on sort la pipette du 
puits, on fait venir le puits suivant audit emplacement, 
on plonge la pipette dans ce nouveau puits, on relache 
1 1 embryon de la pipette dans le puits et on retire la 
25 pipette du puits. La manipulation de l'embryon est ainsi 

tres menagee, assistee et voire automatisee, ce qui 
diminue beaucoup les dangers d 1 accidents et de 
traumatismes. 

Suivant une variante, le precede objet de la 
3 0 presente invention consiste a observer au microscope du 

virage de couleur du milieu de culture contenant un 
indicateur et contenu dans le puits d'une serie de (n+1) 
puits colores dans lequel se trouve 1' organisme et a 
changer 1' organisme de puits lors de ce virage. En effet, 
35 on observe, de preference souvent ou en continu, au 
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microscope le virage de couleur du milieu de culture auquel 
on a ajoute un indicateur colore, notamment de pH, par 
exemple du rouge phenol. On est ainsi averti du moment 
exact ou il convient de changer de puits . On peut aussi , a 
5 l'effet de surveiller le virage de couleur, prevoir dans 

1 1 etuve un dens i tome tre optique a 1 ' interieur de 1 ' etuve et 
des moyens pour amener le signal fourni par le densitometre 
a 1 ' exterieur de 1' etuve, notamment des moyens acoustiques 
par une alerte. 

10 

On peut prevoir d'autres manipulations que le 
changement de milieu de culture dans ce dispositif adapte 
aux cultures embryonnaires coram e la recherche d' ovocyte 
dans le liquide f olliculaire , la preparation des gametes, 
15 la decolonisation ovocytaire, la micro-injection, 

l'eclosion assistee et la maturation ovocytaire... 



D'autres avantages et carac teristiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent 
20 concernant des modes de realisation particuliers de la 

presente invention dans lesquels il est fait reference a : 

la figure 1 qui represente une vue 
schematique en coupe d'un incubateur selon 1' invention, 

- les figures 2 et 3 qui representent deux 

2 5 differents types d' incubateur objet de 1' invention. 

La vue schematique en coupe de 1 1 incubateur 
suivant 1' invention, representee a la figure 1 montre qu'il 
comporte une etuve 1 etanche munie d 1 une porte 2 pouvant 

3 0 etre fermee de maniere etanche. A 1 ' interieur de 1 ' etuve 1 

est montee une bande 3 convoyeuse sans fin entrainee par un 
rouleau 4 moteur et passant sur un rouleau 5 de renvoi. Le 
rouleau 4 moteur est entraine en rotation par un moteur 6 
se trouvant a 1 ' exterieur de 1 1 etuve 1, mais pouvant etre 
35 egalement prevu a 1 1 interieur de celle-ci, et qui, en 
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l'espece, est relie au rouleau 4 moteur par une ligne 7. Le 
moteur 6 pas a pas est commande par un ordinateur 8 par 
1 ' intermediaire d 1 une ligne 9 de commande. Sur le brin 
super ieur du convoyeur 3, est placee une boite 10 de 
5 culture comprenant trois puits 11a, lib et 11c. Le puits 

11a est en amont du puits lib dans le sens de deplacement F 
du convoyeur, tandis que le puits 11c est en aval. La boite 
10 est maintenue sur le convoyeur 3 par des contreforts 12 
qui 1 1 empechent de se deplacer de maniere intempes tive . 

10 Au dessus de 1 1 emplacement ou se trouve a la 

figure le puits lib, est monte fixe un microscope 13 qui 
est relie par une ligne 14 a un dispositif 15 de 
visualisation permettant de voir le puits lib se trouvant a 
cet emplacement. A ce meme emplacement arrive egalement une 

15 pipette 16 commande e par 1 ' ordinateur 8 par 1 ' intermediaire 

d'une ligne 17. L r ordinateur 8 est relie par une ligne 18 a 
une manette 19 permettant de commander la pipette et 
notamment de la descendre dans le puits se trouvant audit 
emplacement, en 1 1 occurrence a la figure dans le puits lib, 

2 0 ou de 1 1 en faire sortir et permettant d'aspirer une partie 

du contenu du puits lib, ou de 1 1 en faire sortir et 
permettant d'aspirer une partie du contenu du puits lib ou 
de relacherune partie de la pipette dans le puits qui se 
trouvera a cet emplacement . 
25 Sur une console 20 prevue a 1 ' interieur de 

1 ' etuve 2 est portee une bouteille 21 de milieu de culture 
qui, par un conduit 22 muni d'une vanne 23, debouche au- 
dessus du puits 11a ou, suivant une variante qui est 
representee egalement a la figure, au dessus du puits lib 

3 0 etant entendu que 1 1 on utilise 1 1 une de ces variantes, mais 

non pas les deux en meme temps . 

Un densitometre 24 optique a sonnerie de seuil 
permet de suivre la densite optique du milieu de culture du 
puits lib. 
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Pour mettre 1 ' embryo n en culture, on ouvre la 
porte 2 de 1 1 etuve 1 et on le met dans le puits 11c, empli 
de milieu de culture, dans 1 ' etuve 1, alors que les puits 
11a et lib sont vides, etant entendu qu ' lis pourraient 
5 aussi etre deja emplis de milieu de culture. On a done une 

serie de trois puits 11a, lib et 11c dont un seul contient 
un embryon . On referme la porte 2. On ne 1 1 ouvrira plus 
jusqu'a ce que la -culture soit terminee. On laisse 
1 ' embryon croitre dans le puits 11c qui se trouve alors en 

10 dessous du microscope 13 avec possibility, grace a ce 

microscope et eventuel 1 ement du dens i tome tre 24, d ' observer 
ce qui s'y passe et, le cas echeant, de decider du meilleur 
moment ou il convient de changer le milieu de culture. On 
peut egalement decider de changer de milieu de culture 

15 apres une duree determinee. Lorsque 1 1 on decide de changer 

le milieu de. culture, on abaisse la pipette 16 dans le 
puits 11c, on fait passer par aspiration 1 1 embryon du puits 
11c dans la pipette 16, on retire la pipette 16 du puits 
11c et on fait avancer d ' un pas le convoyeur 3 pour amener 

20 maintenant le puits lib en regard du microscope 13 a 

1 ' emplacement ou se trouvait auparavant le puits 11c. On 
abaisse ensuite la pipette 16 dans le puits lib pour 
obtenir la position representee a la figure. On emplit le 
puits lib de milieu de culture a 1 1 aide de la bouteille 21 

2 5 du conduit 22 et de la vanne 23, si 1 ' on n'avait pas deja 

effectue cette operation auparavant, puis on abaisse la 
pipette 16 et on relache 1 1 embryon dans le puits lib en 
observant sur le dispositif 15 de visualisation que ces 
operations s 1 ef f ectuent correctement . On retire ensuite la 
30 pipette 16 du puits lib. On recommence ensuite les 

operations qui viennent d'etre indiquees, mais le puits 11a 
prenant la place du puits lib et le puits lib jouant le 
role qu'avait joue auparavant le puits 11c. 

Bien entendu, il est possible de modifier le 

3 5 dispositif de dep lac ement des puits en vue de les mettre a 
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1 ' emplacement se trouvant sous le microscope 13, par 
exemple a 1 1 aide d'un tourniquet ou autre. Et il est 
egalement possible de prevoir plusieurs series de puits 
11a, lib et 11c avec un plus grand nombre de puits par 
5 serie et un moyen propre de deplacement de chaque serie de 

puits . 

Les figures 2 et 3 presentent deux types 
d ; incubateurs capables de contenir chacun plusieurs boltes 
10 de culture. 

L'incubateur de la figure 2 est un incubateur 
dans lequel la zone d ' interventionnelle (Al), la zone 
dediee au stockage des consommables (A2) et la zone 
d' incubation (B) se trouvent sur un meme niveau. Un bras 

15 articule et motorise preleve la boite a traiter dans la 

zone d' incubation (B) dediee au stockage des boites et 
1 ' achemine vers la zone interventionnelle. Dans cette zone 
• interventionnelle, se deroulent les diff erentes operations 
du processus que sont le changement de puits des embryons 

20 et le remplissage avec du milieu de culture des puits. Dans 

ce cas de mise en ceuvre de 1' invention, seule la boite a 
traiter est manipulee . De plus, chacune des boites est 
definie par sa position (x,y) dans la zone d' incubation ce 
qui permet de les ranger de fagon logique et coherente et 

25 d'eviter les erreurs entre boites et done entre cultures. 

L'incubateur de la figure 3 est un systeme 
compose de deux etages . Sur le premier (El), les boites 
sont stockees, cet ( etage correspondant done a la zone 
d' incubation (A). Le plateau est fixe. Un sas permet 

3 0 1 ' introduction de 4 boites simul tanement . Le second etage 

(E2) est 1' etage d ' intervention auquel on passe via un bras 
manipulateur . L'axe du microscope est fixe et la platine du 
microscope sur laquelle est placee la boite a observer se 
deplace en x et en y, le microscope se deplagant en z pour 

35 la mise au point. Au centre du plateau (C) sont stockes les 
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consommables et sont effectuees les operations 
prelevement des milieux et cones et leur evacuation. 
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RE VEND I CAT IONS 



1) Incubateur comprenant une etuve etanche 
5 munie d'une porte, une boite de culture a plusieurs puits 

placee dans 1' etuve, un organisme etant dans un des puits 
de ladite boite , caracterise en ce qu'il comprend un moyen 
commande de l'exterieur, destine a sortir du puits dans 
lequel il se trouve 1' organisme pour le met tre dans un 
10 autre puits empli d'un milieu de culture neuf . 

2) Incubateur selon la revendicat ion 1, 
caracterise en ce que ledit moyen commande de l'exterieur, 
destine a sortir du puits dans lequel il se trouve 

15 1' organisme pour le mettre dans un autre puits empli d'un 

milieu de culture est une pipette. 

3) Incubateur selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il comprend un 

20 microscope qui permet d' observer la culture de 1' organisme 

sur un ecran de visualisation place a l'exterieur de 
1 T etuve . 

4) Incubateur selon la revendicat ion 3, 
25 caracterise en ce que la platine dudit microscope se 

trouve a 1 1 interieur de 1' etuve. 

5) Incubateur selon 1 7 une quelconque des 
revendications 3 ou 4, caracterise en ce ledit microscope 

30 possede un filtre qui protege 1' organisme des effets 

deleteres de la lumiere. 

6) Incubateur selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 

35 comprend des moyens , commandes de l'exterieur de 1' etuve, 
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de deplacement pas a pas dans 1 ' etuve d'une boite de 
culture a plusieurs puits . 

7) Incubateur selon la revendica tion 6, 
5 caracterise en ce que le moyen de deplacement pas a pas de 

la boite de culture est constitue par : 

- soit une bande convoyeuse sans fin entrainee 
par un rouleau moteur, lui-meme entraine en rotation par 
un moteur pas a pas commande par un ordinateur par 

10 1 ' intermediaire d'une ligne de commande, 

- soit un bras manipulateur articule, commande 
par un ordinateur, capable de prelever la boite de culture 
a traiter et de l'acheminer vers une zone 
interventionnelle , le bras manipulateur pouvant avoir un 

15 deplacement lineaire ou rotatif . 

8) Incubateur selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend une source de milieu de culture c ommuni qu an t avec 

2 0 un conduit a vanne debouchant au dessus d ' un puits et des 

moyens de commande de la vanne de maniere a deverser dans 
le puits une quantite prescrite du milieu de culture. 

9) Incubateur selon la revendication 8, 
25 caracterise en ce qu'il comprend des moyens de deplacement 

de ladite vanne d'un puits a 1 ' autre . 

10) Incubateur selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il est 

30 equipe de capteurs permettant 1 ' autoregulation et la 

surveillance de 1 ' atmosphere a l'interieur de 1 'etuve . 

11) Procede d' incubation d'un organisme, qui 
consiste a mettre 1 ' organisme dans une etuve etanche, a 

3 5 l'incuber dans un puits de culture empli d'un milieu de 
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culture et a le changer n fois le milieu de culture, ri 
etant un nombre entier super ieur a 1 et inferieur a 50, 
caracterise en ce qu'il consiste 

i) a mettre 1 ' organisme dans 1 1 un d'une serie 
de (n+1) puits d'une bolte placee dans l'etuve, alors que 
les n autres puits de la serie sont exempts de tout 
organisme, 

ii) a deplacer , sans le sortir de l'etuve, 
1 1 organisme du puits dans lequel il se trouve pour le 
mettre dans le puits suivant de la serie empli d'un milieu 
neuf et 

iii) a repeter le deplacement au plus autant de 
fois qu'il reste de puits disponibles . 

12) Precede suivant la revendicat ion 11, 
caracterise en ce qu'il consiste a observer au microscope 
le virage de couleur du milieu de culture contenant un 
indicateur et contenu dans le puits d'une serie de (n+1) 
puits colores dans lequel se trouve 1' organisme et a 
changer 1' organisme de puits lors de ce virage. 

13) Procede suivant la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce qu'il consiste a surveiller la densite 
optique dans 1 ' incubateur et a changer de puits lorsque la 
densite optique depasse un seuil proscrit. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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